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　　摘要：以地衣芽孢杆菌Ｂ－１和鞘氨醇单胞菌ＳＣ－１为出发菌株，研究了其原生质体制备和再生的影响因素，为
利用原生质体融合技术选育β－氯氰菊酯高效降解菌奠定了基础。结果表明，菌株 Ｂ－１原生质体制备的适宜条件
为：菌龄１３ｈ，溶菌酶浓度０．１ｍｇ／ｍＬ，溶菌酶作用时间１５ｍｉｎ，原生质体形成率为９３．１１％，再生率为７．２２％；菌株
ＳＣ－１原生质体制备的适宜条件为：菌龄 １２ｈ，ＥＤＴＡ浓度 ５ｍｍｏｌ／Ｌ，溶菌酶浓度 ３．３３ｍｇ／ｍＬ，溶菌酶作用时间
１５ｍｉｎ，原生质体形成率为９５．３７％，再生率为２７．０４％。
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　　近年来，随着人类对农产品的需求量不断增大，农药的使
用量也呈不断上升趋势，然而长期使用造成了农畜产品和土

壤中农药的残留量超标。β－氯氰菊酯是一种重要的拟除虫
菊酯类农药，广泛施用可能导致环境中残留量超标，直接或间

接对人类健康造成威胁［１－２］。微生物降解法具有安全、环保、

无二次污染等特点被广泛应用于农产品以及土壤中农药的降

解。目前，具有转化效率高的微生物已被应用于环境或农作

物土壤中残留农药的降解［３］，然而多数菌株只能将 β－氯氰
菊酯（β－ＣＹ）降解为３－苯氧基苯甲酸（３－ＰＢＡ）［４］。原生
质体融合技术是工业上微生物育种的一种重要手段，可以在

种间、属间以及跨界融合［５］。原生质体制备和再生是其融合

过程非常关键的环节，直接决定育种的效率［６］。笔者所在实

验室前期从污染土壤中分离到地衣芽孢杆菌 Ｂ－１和鞘氨醇
单胞菌ＳＣ－１，前者可以将β－ＣＹ降解为３－ＰＢＡ，后者可以
将３－ＰＢＡ继续降解［７］。吴双研究表明，制备的菌株Ｂ－１和
菌株ＳＣ－１可湿性粉剂可以修复β－ＣＹ污染的土壤，有效降
低小白菜中 β－ＣＹ残留［８］。本研究探讨了地衣芽孢杆菌

Ｂ－１和鞘氨醇单胞菌ＳＣ－１的原生质体制备和再生条件，以
期为通过原生质体融合技术选育β－ＣＹ和３－ＰＢＡ高效降解
菌奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
地衣芽孢杆菌Ｂ－１（ＢａｃｉｌｌｕｓｌｉｃｈｅｎｉｆｏｒｍｉｓＢ－１）为实验

室前期从茶园土壤分离驯化并保存的菌种，适宜条件下对

β－ＣＹ降 解 率 为 ９４．１２％。鞘 氨 醇 单 胞 菌 ＳＣ －１

（Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｓｓｐ．ＳＣ－１）为笔者所在实验室前期从农药厂
排污渠下游土壤中分离并保存的菌种，可以矿化降解

３－ＰＢＡ。　
β－ＣＹ原药（含量９６．８％，荣城化工公司），３－ＰＢＡ标准

品（纯度 ＞９８％，梯希爱化成工业有限公司），溶菌酶
（１０００００Ｕ／ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司），酸水解酪蛋白、胰蛋白胨、酵母
膏、琼脂（ＢＤ公司），蔗糖、葡萄糖、顺丁烯二酸、琥珀酸钠、甘
露醇、青霉素、甘氨酸、ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ公司），其他试剂均为国产
分析纯。

ＬＢ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵母膏５．０ｇ，ＮａＣｌ１０ｇ，去离
子水 １０００ｍＬ，ｐＨ值 ７．０，吐温 ８０２．０ｍＬ，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ；ＬＢ琼脂培养基：ＬＢ培养基中加入琼脂 １８ｇ和定量
β－ＣＹ或３－ＰＢＡ工作液，使其浓度为１００ｍｇ／Ｌ，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ；再生培养基 ＤＭ３：参照文献［９］制备，用于菌株 Ｂ－１
原生质体的再生；再生培养基：胰蛋白胨１０ｇ，酵母膏５．０ｇ，
ＮａＣｌ１０ｇ，蔗糖１７１ｇ，去离子水１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０，吐温８０
２．０ｍＬ，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ，用于菌株 ＳＣ－１原生质体再生；
原生质体稳定液（ＳＭＭ）：０．５ｍｏｌ／Ｌ蔗糖，０．０２ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，
０．０２ｍｏｌ／Ｌ顺丁烯二酸，ｐＨ值６．５，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ；Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液：Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值 ８．０，１２１℃灭菌
２０ｍｉｎ；ＥＤＴＡ溶液：ＥＤＴＡ０．１ｍｏｌ／Ｌ，用 ＫＯＨ溶液调 ｐＨ值
至 ８．０，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ；溶菌酶液：用 ＳＭＭ溶液分别配制
溶菌酶浓度为２．０ｍｇ／ｍＬ和１０ｍｇ／ｍＬ溶液，０．２２μｍ膜过
滤除菌，－２０℃保存备用。

ＳＰ－８３０ＰＬＵＳ可见光分光光度计（Ｍｅｔｅｒｔｅｃｈ公司），
ＵＢ－１０精密酸度计（Ｄｅｎｖｅｒ公司），ＡｘｉｏｓｔａｒＰｌｕｓ光学显微镜
（Ｚｅｉｓｓ公司），ＣＦ１６ＲＸＩＩ高速冷冻离心机（Ｈｉｔａｃｈｉ公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　菌株 Ｂ－１和菌株 ＳＣ－１生长曲线绘制　将菌株
Ｂ－１和菌株ＳＣ－１分别划线接种于 β－ＣＹ或３－ＰＢＡ浓度
为１００ｍｇ／Ｌ的ＬＢ琼脂斜面培养基上，３０℃培养４８ｈ，无菌
生理盐水洗下菌苔，混匀，按５．０％体积比例接入 β－ＣＹ或
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３－ＰＢＡ浓 度 为 １００ｍｇ／Ｌ的 ＬＢ培 养 基，３０℃ 振 荡
（１８０ｒ／ｍｉｎ）培养２４ｈ，每隔２ｈ取样，测其吸光度 Ｄ６００ｎｍ，以
培养时间对Ｄ６００ｎｍ作图。
１．２．２　菌株Ｂ－１原生质体的制备和再生　按５．０％的体积
比例将菌株Ｂ－１接入β－ＣＹ浓度为１００ｍｇ／Ｌ的ＬＢ培养基
中，３０℃振荡（１８０ｒ／ｍｉｎ）培养至对数生长期。ＳＭＭ洗涤菌
体２次，离心（４℃，８０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，ＳＭＭ重悬并调其
Ｄ６００ｎｍ为１．２，取少量适当稀释后涂布于 ＬＢ平板，３０℃培养
２４～４８ｈ，菌落数记为Ａ；余下的菌悬液中加入不同浓度的溶
菌酶液，３７℃ 振荡 （１００ｒ／ｍｉｎ）３０ｍｉｎ，离 心 （４℃，
４０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，沉淀重悬于 ＳＭＭ，涂布于 ＬＢ琼脂培养
基和再生培养基 ＤＭ３，３０℃培养２４～４８ｈ，菌落数分别记为
Ｂ（未被除壁的菌体细胞）和 Ｃ（再生菌体细胞），按下式计算
菌株Ｂ－１原生质体的形成率和再生率［１０］：

形成率＝（Ａ－Ｂ）／Ａ×１００％；
再生率＝（Ｃ－Ｂ）／（Ａ－Ｂ）×１００％。

１．２．３　菌株ＳＣ－１原生质体的制备和再生　按５．０％的体
积比例将菌株ＳＣ－１接种于３－ＰＢＡ浓度为１００ｍｇ／Ｌ的 ＬＢ
培养基，３０℃振荡（１８０ｒ／ｍｉｎ）培养至对数生长期。Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ缓冲液洗涤菌体２次，离心（４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液重悬并调Ｄ６００ｎｍ为１．４，加入 ＥＤＴＡ溶液，使
其终浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃振荡（１００ｒ／ｍｉｎ）２０ｍｉｎ。ＳＭＭ
洗涤菌体 ２次，重悬于 ＳＭＭ，加入溶菌酶溶液，３７℃振荡
（１００ｒ／ｍｉｎ）１５ｍｉｎ，离心（４℃，４０００ｒ／ｍｉｎ）１０ｍｉｎ，沉淀重
悬于ＳＭＭ［１１，１２］。ＳＭＭ梯度稀释，涂布于再生培养基，３０℃培
养９６～１２０ｈ。菌株ＳＣ－１原生质体的形成率和再生率计算
方法同“１．３．２”节。
１．２．４　影响菌株原生质体形成和再生的因素
１．２．４．１　甘氨酸和青霉素对原生质体形成和再生的影响　
分别在菌株Ｂ－１和菌株 ＳＣ－１生长延滞期加入甘氨酸（终
浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ）或在生长对数期中期加入青霉素（终浓
度为２．５Ｕ／ｍＬ），测定并计算原生质体的形成率和再生率。
１．２．４．２　溶菌酶浓度对原生质体形成和再生的影响　当菌
株Ｂ－１生长至对数末期时（１３ｈ），分别用不同浓度的溶菌
酶作用１５ｍｉｎ；当菌株 ＳＣ－１生长至对数末期（１２ｈ）时，
ＥＤＴＡ预处理，分别用不同浓度的溶菌酶作用２０ｍｉｎ；测定并
计算原生质体的形成率和再生率。

１．２．４．３　溶菌酶作用时间对原生质体形成和再生的影响　
用溶菌酶分别对菌株 Ｂ－１和菌株 ＳＣ－１作用不同时间，测
定原生质体的形成率和再生率。

１．２．４．４　ＥＤＴＡ浓度对原生质体形成和再生的影响　分别
用不同浓度的ＥＤＴＡ溶液对菌株 ＳＣ－１进行预处理，测定并
计算原生质体形成率与再生率。

１．２．４．５　稳定剂对原生质体形成和再生的影响　考察相同
浓度（０．５ｍｏｌ／Ｌ）稳定剂（琥珀酸钠、蔗糖、氯化钠、甘露醇）
的再生培养基分别对菌株 Ｂ－１和菌株 ＳＣ－１再生率的
影响。

１．２．４．６　原生质体制备和再生适宜条件的确定　基于上述
单因素试验结果，对原生质体制备和再生的适宜条件进行试

验确认。

１．３　数据处理

所有试验平行重复 ３次，使用软件 Ｏｒｉｇｉｎ９．０和 Ｅｘｃｅｌ
２０１７对试验数据进行分析处理。

２　结果与分析

２．１　菌株Ｂ－１和菌株ＳＣ－１的生长曲线
菌株Ｂ－１和菌株ＳＣ－１的生长曲线如图１和图２所示。

可以看出，菌株Ｂ－１的延滞期为８ｈ，１６ｈ后进入稳定期；菌
株ＳＣ－１经过２ｈ的延滞期进入对数生长期，１８ｈ后进入稳
定期。对数期菌体的生理状态相对一致，代谢旺盛，对溶菌酶

的敏感性强，有利于原生质体形成和再生，对数期末菌体数最

多，方便收集［１３］，因此菌株 Ｂ－１和菌株 ＳＣ－１菌龄分别是
１３ｈ和１２ｈ。

２．２　影响原生质体形成和再生的因素
２．２．１　甘氨酸和青霉素对原生质体形成和再生的影响　甘
氨酸是细菌细胞壁的结构类似物，可能掺入细胞壁中，扰乱肽

聚糖的相互交联，导致细胞壁结构的不完整，不利于细胞的生

长［１３］。青霉素可能与转肽酶结合，抑制其侧链末端的丙氨酸

与五肽桥的连接，影响转肽作用与肽键的形成，所以增强菌体

对溶菌酶的敏感性，有利于细胞原生质体的形成［１４］。表１结
果表明，２个菌株的培养过程中分别加入甘氨酸或青霉素的

表１　甘氨酸和青霉素对菌株原生质体形成和再生的影响

菌株 试剂
形成率

（％）
再生率

（％）

Ｂ－１ 空白对照 ８７．６ ５．３１
甘氨酸　 １００ １．９８
青霉素　 １００ ０．７８

ＳＣ－１ 空白对照 ７７．８１ １７．１４
甘氨酸　 １００ ０．２１
青霉素　 １００ ０．１２
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原生质体形成率虽然略有提高，但是原生质体的再生率显著

降低。

２．２．２　溶菌酶浓度对原生质体形成和再生的影响　由图３
可以看出，２个菌株原生质体形成率均随溶菌酶浓度的增加
而提高，而再生率呈下降趋势；当溶菌酶浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ
时，菌株Ｂ－１的原生质体形成率（９０％）和再生率（４．６１％）
较高；当溶菌酶浓度为３．３３ｍｇ／ｍＬ时，菌株ＳＣ－１的形成率
（９０．２％）和再生率（１３．７３％）较高；当酶浓度继续增加，２个
菌株的原生质体形成率提高不明显，但原生质体再生率显著

下降。因为溶菌酶酶解细胞壁的原因是它可以破坏细胞壁肽

聚糖的β－１，４糖苷键，浓度越高破坏效果越明显，易导致脱
壁过度，使其失去再生细胞壁的引物［１３－１４］，所以当其浓度过

高时，再生率显著降低。

２．２．３　溶菌酶作用时间对原生质体形成和再生的影响　由
图４可以看出，初始阶段菌株 Ｂ－１和菌株 ＳＣ－１原生质体
形成率随作用时间的延长迅速提高，１５ｍｉｎ后提高缓慢，而再
生率随作用时间的延长而降低。溶菌酶作用时间短，原生质

体表面的细胞壁碎片较多，可作为细胞壁再生的引物，但作用

时间过长，菌体细胞壁碎片被全部酶解，而且原生质体容易受

损，导致其再生困难［１５］。

２．２．４　ＥＤＴＡ浓度对原生质体形成和再生的影响　由图５
可以看出，随着ＥＤＴＡ浓度增加，菌株ＳＣ－１的原生质体形成
率提高，而再生率呈现下降趋势。以原生质体形成率与再生

率的乘积最大作为判断原生质体制备条件的依据［１６］，ＥＤＴＡ
预处理的适宜浓度为５ｍｍｏｌ／Ｌ。ＥＤＴＡ对菌株ＳＣ－１进行预
处理可明显提高原生质体的形成率，因为 ＥＤＴＡ可以通过螯
合作用破坏菌株ＳＣ－１细胞壁的外膜，有利于溶菌酶与肽聚
糖的接触，提高原生质体的形成率，但是ＥＤＴＡ对原生质体具
有毒害作用，随着作用时间延长，原生质体的再生率下降［１１］。

２．２．５　稳定剂对原生质体形成和再生的影响　由表２可以
看出，琥珀酸钠是菌株Ｂ－１原生质体再生的较理想稳定剂，
其再生率（６．８２％）最高；蔗糖是菌株ＳＣ－１原生质体再生的
较理想稳定剂，再生率（２６．５４％）最高。稳定剂一方面可以
调节渗透压维持原生质体的稳定有利于再生，另一方面原生

质体可能会利用稳定剂代谢产酸，导致再生培养基的 ｐＨ值
下降，不利于原生质体的再生，选择合适的稳定剂对原生质体

的再生至关重要。

２．２．６　原生质体制备适宜条件的验证　基于单因素试验结
果，确定菌株Ｂ－１原生质体制备的适宜条件为：菌龄 １３ｈ，

表２　稳定剂对菌株Ｂ－１和菌株ＳＣ－１原生质体再生的影响

稳定剂
再生率（％）

菌株Ｂ－１ 菌株ＳＣ－１
琥珀酸钠 ６．８２ １１．３
蔗糖 ３．７７ ２６．５４
氯化钠 ２．５ ０．４８
甘露醇 ３．６８ ３．１３
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溶菌酶浓度０．１ｍｇ／ｍＬ，溶菌酶作用时间１５ｍｉｎ；菌株ＳＣ－１
原生质体制备的适宜条件为：菌龄 １２ｈ，ＥＤＴＡ浓度
５ｍｍｏｌ／Ｌ，溶菌酶浓度３．３３ｍｇ／ｍＬ，溶菌酶作用时间１５ｍｉｎ。
验证试验结果显示，菌株 Ｂ－１原生质体形成率为９３．１１％，

再生率为７．２２％；菌株ＳＣ－１原生质体形成率为９５．３７％，再
生率为２７．０４％。２个菌株原生质体制备前后的显微镜图像
如图６和图７所示。可以看出，长杆状的菌株Ｂ－１细胞和短
杆状的菌株ＳＣ－１细胞多数转变为球形。

３　结论

原生质体制备是原生质体融合的关键技术之一，要制备

有活性且大量的原生质体，需要对不同菌株进行合适的处理。

本研究对分离得到的地衣芽孢杆菌 Ｂ－１和鞘氨醇单胞菌
ＳＣ－１原生质体进行研究，发现菌龄、溶菌酶浓度及作用时间
等因素对原生质体的形成和再生影响明显。本研究获得了具

有活性的原生质体，适宜条件下菌株 Ｂ－１和菌株 ＳＣ－１的
原生质体形成率和再生率均较高，为后续通过原生质体融合

技术选育β－ＣＹ高效降解菌奠定了基础。
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ＭａＣａＭ和 ＭａＣＡＭＴＡ３基因在热处理
诱导香蕉抗冷性中的作用

王海波１，李　璐２，苏新国１，张昭其３，庞学群２

（１．广东食品药品职业学院，广东广州５１０５２０；２．华南农业大学生命科学学院，广东广州 ５１０６４２；
３．华南农业大学园艺学院，广东广州５１０６４２）

　　摘要：为了探讨ＭａＣａＭ和ＭａＣＡＭＴＡ３基因在热处理诱导香蕉抗冷性中的作用，将香蕉经５２℃热水处理３ｍｉｎ后
于７℃贮藏５ｄ，测定脯氨酸含量，利用实时荧光定量ＰＣＲ分析ＭａＣａＭ和ＭａＣＡＭＴＡ３基因在香蕉热处理和低温贮藏
中的表达情况。结果表明，香蕉果实经热激处理后在７℃贮藏时，其脯氨酸含量一直明显高于对照处理。７℃低温诱
导香蕉果实的ＭａＣａＭ基因表达在１ｈ迅速升高至最大值，之后又在４ｈ迅速下降，后期维持在一个较低的水平。而经
热激处理后在７℃贮藏的香蕉果实，其 ＭａＣａＭ基因表达高峰推迟出现在４ｈ，除７℃贮藏１、４ｈ外，热激处理的
ＭａＣａＭ基因表达均高于对照。热处理能诱导香蕉果实 ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达在处理后３ｈ内迅速增强，７℃贮藏下
ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达呈现先下降后上升再下降的趋势，而经过热激处理后在７℃贮藏的香蕉果实，除７℃贮藏１、４ｈ
外，其ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达均高于对照。ＭａＣａＭ和ＭａＣＡＭＴＡ３基因表达增强可能参与了热处理诱导香蕉果实产生
的抗冷性。
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　　香蕉果实在贮藏温度低于１２℃时即发生冷害，难以采用
较低的温度来延长贮运期［１－２］。热处理是提高果蔬抗冷性的

最有效的采后处理措施之一［３］，但热处理诱导的抗冷机制目

前尚不明确。钙调素（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ，ＣａＭ）是植物中重要的第二
信使，ＣＡＭＴＡ（ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ）／ＳＲ
（ｓｉｇｎａｌｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｃｔｉｖａｔｏｒ）是一类广泛存在于真
核生物中的含有 ＣａＭ结合位点的转录因子家族。ＣａＭ和
ＣＡＭＴＡ在植物响应逆境中起调节作用，对香蕉 ＣａＭ和
ＣＡＭＴＡ的深入研究，有助于进一步了解香蕉钙信号系统调节
的分子机制，有助于揭示热处理提高香蕉果实抗冷性的作用

机理。ＣａＭ参与了植物对高温、低温胁迫等的响应，并且在
植物细胞对胁迫的适应过程中起重要调节作用［４－５］。热、冷、

干旱等多种胁迫都能诱导 ＣＡＭＴＡ基因上调表达［６－７］。拟南

芥ＣＡＭＴＡ３能同ＣＢＦ２（Ｃ－ｒｅｐｅａｔｂｉｎｄｉｎｇｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）
启动子区域ＣＭ２序列（ＣＣＧＣＧＴ）结合，激活 ＣＢＦ２等基因的
表达，从而提高拟南芥的抗冷性［８］。笔者所在课题组的前期

研究结果表明，采用５２℃热水处理香蕉果实３ｍｉｎ，能有效减
轻香蕉果实的冷害症状［９－１０］，但有关 ＣａＭ和 ＣＡＭＴＡ在热水
处理诱导香蕉抗冷性中的作用目前还不明确。分析 ＣａＭ和
ＣＡＭＴＡ基因在香蕉热处理和低温贮藏中的表达情况，探讨这
２个基因在热处理诱导香蕉抗冷性中的作用，为有效延长香
蕉贮运期提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料及处理
香蕉品种为巴西（Ｍｕｓａｓｐｐ．ＡＡＡＧｒｏｕｐｃｖ．ｃａｖｅｎｄｉｓｈ），

采自广东省广州市番禺香蕉园，及时运回广东省果蔬保鲜重

点实验室。挑选七成饱满、大小均匀、无病虫害及机械损伤的

单个香蕉，先后用０．１％漂白粉和０．０５％咪鲜胺锰盐可湿性
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